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E ABSTRACT. Compounds modificators of behavior: their use on strategies 
of low enviromental impact control. As an attempt to find new methodolo- 
gies of monitoring and control of T. infestans, volatiles emitted by females 
and males in copula were collected and identified. The previously reported 
isobutiric acid showed to induce an aphrodisiac effect over males. A new 
compound was identified as hexanal. Its role in the behaviour of this species 


is now under study. - 


Los efectos desfavorables de los insecticidas 
neurotóxicos convencionales sobre organismos 
no blanco y sobre el medio ambiente condujo a 
la búsqueda de métodos alternativos de control 
de plagas. Estos compuestos presentan un bajo 
impacto ambiental debido a que son en general 
compuestos naturales o derivados de éstos, pro- 
ducen un control poblacional que evita desequi- 
librios bruscos del ecosistema, son muy selectivos 
y se usan en general en bajas concentraciones y 
en forma localizada. Entre los más difundidos se 
mencionan los repelentes, las feromonas, los an- 
tialimentarios y los atractantes. 

Los compuestos involucrados en la comunica- 
ción se denominan semioquímicos. Cuando la 
acción de éstos se ejerce en forma intraespecífica 
se denominan feromonas. En el caso de un efec- 
to interespecífico los compuestos se denominan 
aleloquímicos (kairomonas si éste es benéfico pa- 
ra el receptor y alomonas si la acción beneficia al 
emisor). Como es bien conocido las feromonas 
cumplen funciones diversas en el comportamien- 
to de una especie: alarma, atracción entre sexos, 
agregación, delimitación del territorio y de los si- 
tios de oviposición, reclutamiento y otras. Las 
kairomonas evidencian los casos de clara coevo- 


lución entre plantas e insectos asociandose a fun- 


ciones tales como localización del huésped o 
esencias florales relacionadas con la poliniza- 
ción. Las alomonas están netamente asociadas a 
funciones de defensa y a efectos repelentes. 

De todos los compuestos modificadores del 
comportamiento conocidos los más utilizados has- 
ta el momento como alternativas de control de ba- 
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jo impacto ambiental son las feromonas. La identi- 
ficación y aplicación de feromonas en estrategias 
de monitoreo y control involucra el uso de metodo- 
logías particulares en las cuales biología y química 
deben interrelacionarse en forma permanente. 


Métodos utilizados en la identificación y aplica- 
ción de feromonas 
1. Recolección. 
1.a. Homogenatos de insecto o glándula secretora. 
1.b. Recolección de volátiles (mat. adsorbentes). 
2. Ensayo biológico. 
2.a. Electrofisiológico (EAG). 
2.b. Comportamental (sin mov. de aire o con 
mov. de aire). 
3. Análisis de componentes de muestras bioacti- 
vas CG y CG-EM. 
4. Identificación de componentes activos CG-EAG. 
5. Confirmación por ensayos de comportamiento. 
6. Formulación y pruebas piloto a campo (ajuste 
de isómeros activos y su proporción óptima). 
7. Síntesis. 
8. Aplicación en monitoreo y control. 
La recolección de feromonas puede hacerse a) 
a partir de homogenatos de insectos o de la glán- 
dula secretora en el caso en que ésta haya sido 
identificada, b) por recolección de compuestos 
volátiles emitidos por los insectos al hacer pasar 
una corriente de aire sobre los mismos con poste- 
rior entrampado de los compuestos sobre mate- 
riales adsorbentes, como Porapak Q o Fluorisil. 
El monitoreo de la actividad biológica de los 
diversos extractos obtenidos se realiza por dos 
metodologías complementarias: 
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a) Ensayo biológico electrofisiológico. La am- 
plitud de la diferencia de potencial eléctrico de la 
antena (entre el extremo distal y el proximal), de- 
nominado EAG, obtenido en respuesta a la esti- 
mulación con aire conteniendo la muestra a ana- 
lizar, es una medida del número de sensilias sen- 
sibles a los compuestos del extracto presentes en 
dicha antena. La amplitud de esta respuesta elec- 
trofisiológica es un indicio acerca de la importan- 
cia que dichos compuestos pueden tener en el 
comportamiento de esta especie. 

b) Ensayo biológico comportamental. La evi- 
dencia inequívoca del rol que un extracto o un 
compuesto juega en el comportamiento de una 
especie se monitorea por estudios de comporta- 
miento, entre los cuales es posible distinguir los 
dispositivos que monitorean sin movimiento de 
aire y con movimiento de aire, más utilizados pa- 
ra insectos voladores. Entre estos últimos el túnel 
de viento es el más difundido. 

Una vez obtenido un extracto que reproduce 
el efecto esperado es necesario separar e identifi- 
car los componentes de la mezcla y en especial a 
aquellos compuestos que confieren actividad al 
extracto. Para la separación se utiliza la cromato- 
grafía gaseosa capilar con detector FID. Para la 
identificación se utiliza espectrometría de masa 
acoplada a cromatografía gaseosa (CG-EM). 

Una metodología muy difundida y sumamente 
útil para identificar, a partir de una muestra, a 
aquellos compuestos con potencial efectividad 
biológica es la cromatografía gaseosa acoplada a 
electroantenografía (CG-EAG). Esta técnica se ba- 
sa en la detección en forma paralela de los com- 
puestos eluidos de la columna cromatográfica por 
métodos de detección química (detector FID) y 
por métodos fisiológicos (FAG). De esta manera 
es posible establecer cuál (cuáles) de los compo- 
nentes de la muestra presenta potencial actividad 
como modificador del comportamiento. Luego de 
identificados por Espectrometría de Masa el efec- 
to de estos compuestos será confirmado por ensa- 
yos de comportamiento. 

La variación del blend (mezcla de componentes 
en una relación definida) emitido por el insecto 
emisor, condiciona fuertemente la respuesta com- 
portamental de una especie dada y define en mu- 
chos casos el aislamiento reproductivo. Por tal ra- 
zón ésta es una de las variables más importante a 
analizar luego de obtenidos los compuestos fisioló- 
gica y comportamentalmente activos. La obtención 
del blend óptimo permitirá luego diseñar los dispo- 


sitivos más efectivos para los ensayos de campo. 
La síntesis de los componentes bioactivos así 


-como su derivatización a fin de obtener com- 
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puestos cuyas posibilidades de aplicación a cam- 
po sean mejoradas (mayor estabilidad, velocidad 
de liberación más controlable, etc.) y la formula- 
ción con los mismos fines son el paso final que 
permite cerrar el ciclo desde la investigación bá- 
sica que posibilitó aislar e identificar los com- 
puestos con la aplicación de éstos en estrategias 
de monitoreo o control. 

Numerosos han sido los indicios que desde lar- 
go tiempo atrás indicaron la presencia de feromo- 
nas en Triatominos y en particular en Triatoma in- 
festans, principal vector de la enfermedad de Cha- 
gas en la Argentina. (Baldwin et al., 1971; Scho- 
field & Patterson, 1977; Ondarza et al.,1986) En 
los últimos años, exhaustivos estudios (Brito Sán- 
chez et al., 1995; Manrique & Lazzari, 1995) de- 
mostraron fehacientemente la presencia de fero- 
monas de agregación en heces de T. infestans así 
como de feromonas atractantes de machos libera- 
das durante la cópula. La determinación cierta de 
todos los componentes responsables de estos fenó- 
menos permitirá su aplicación para mejorar los 
métodos de monitoreo y control de este insecto. 

En un intento por identificar estos compuestos, 
en el CIPEIN se realizó el entrampado e identifi- 
cación de algunos componentes liberados en mo- 
mentos previos y durante la cópula de T. infes- 
tans. Para tal fin se utilizó un dispositivo ad hoc 
de vidrio (Fig. 1). 

Diez hembras y diez machos fueron colocados 
en el recipiente separados entre sí por una mam- 
para de vidrio la que impide el contacto físico pe- 
ro no el intercambio de compuestos volátiles por 
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Fig. 1. Recipiente utilizado para la recolección de 
compuestos volátiles emitidos por machos y hembras 
de T. infestans. 
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la parte superior de la misma. Quince minutos 
después la mampara es retirada para permitir la 
cópula. El aire ingresa al recipiente luego de atra- 
vesar un filtro de carbón activado y sale por un 
tubo conteniendo columnas rellenas con 10 mg 
de Porapak Q previamente acondicionado por 
calor. Los compuestos volátiles emitidos por ma- 
chos y/o hembras en momentos previos a la có- 
pula (Muestra 1 - M1) y aquellos liberados duran- 
te la cópula (Muestra 2 - M2) fueron entrampados 
durante sucesivas colectas durante 15 minutos 
consecutivos. La desorción de estos compuestos 
se realizó por elución con Cl2CH2. Cada una de es- 
tas muestras fue sometida a tres análisis paralelos: 

A. Cromatografía Gaseosa Capilar (Varian 
3.400 CX) en columna polar de 30 m, 0.32 mm 
de diámetro, temp. programada 70 *C 2minutos; 
6 *C/min.; 185 *C 5 minutos. 

B. Análisis de su capacidad atractante sobre 
machos y hembras utilizando sistema de video (Vi- 
deomex V programa MZMM de monitoreo de mo- 
vimiento y permanencia en múltiples zonas). Para 
tal fin se diseñó una arena experimental circular 
de 20 cm de diámetro donde los insectos (cinco 
machos o cinco hembras) fueron aclimatados du- 
rante 30 minutos. El comportamiento tigmotáctico 
característico de esta especie conduce a que en 
ausencia de un estímulo particular, luego de acli- 
matados, los insectos permanezcan en contacto 
con las paredes del recipiente. Luego de este pe- 
ríodo, 10 ul de cada una de las muestras fue colo- 
cada sobre vidrio en el centro de la arena. Para 
cuantificar la aproximación a la fuente se diseñó 
un mapa en el que se definieron dos zonas: a) cen- 
tral: en la periferia de la fuente; b) exterior: inclu- 
ye el área comprendida entre la zona central y el 





límite externo de la arena. La aproximación a la 
fuente se cuantificó a través del número de pixels 
encendidos (indicador de la presencia de insectos) 
durante el período de medición (30 minutos). 

C. Registro electrofisiológico a nivel de antena 
(EAG). Se usó un sistema de microelectrodos (ME) 
ClAg en capilares de vidrio conteniendo solución 
fisiológica de insectos. Adaptador de impedancia 
Biologic VF 102 + Amplificador diferencial Biolo- 
gic IS 100 + Conversor analógico-digital IDAC Syn- 
tech + Software EAG Syntech + PC. Luego se llevó 
a cabo la identificación de compuestos por compa- 
ración contra standars y por CG-EM en un Finnigan 
Mat, 70 °C, 1 min, 10 °C/min hasta 280 °C, y en un 
equipo TRIO-2 VG MASSLAB, columna DB-5, 
30m, DI 0.25 mm, gas portador Helio. Los análisis 
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se hicieron por Impacto electrónico (El) de ¡ones 
positivos a 70 eV y por ionización química (Cl). 


Comportamiento inducido por alguno de los 
componentes identificados en los extractos. Gru- 
pos de 10 machos y 10 hembras fueron estabili- 
zados en el frasco de recolección durante 30 mi- 
nutos. Luego se interceptó la corriente de aire con 
10 ul de soluciones de concentración variada del 
compuesto a analizar. Se analizó el tiempo de 
aparición de la respuesta considerada hasta un 
máximo de 15 minutos. 

Los resultados obtenidos (Figs. 2 y 3 ) indican 
el ligero efecto atractante de M1 sobre machos y 
hembras y el más pronunciado efecto atractante 
de M2 sobre machos, lo que sugiere la presencia 
en ella de la feromona de atracción de machos 
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Fig 2. Respuesta de hembras de T. infestans a extrac- 
tos colectados de un recipiente conteniendo hembras 
+ machos. 

* Como N° de pixels “on” en la proximidad del extrac- 
to durante 30 minutos. 

BL: 10 pl C2CH2; CT: 10 ul eluidos del Porapak Q control. 
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Fig 3. Respuesta de machos de T. infestans a extractos 
colectados de un recipiente conteniendo hembras + 
machos 

* Como N° de pixels “on” en la proximidad del extrac- 
to durante 30 minutos. 

BL: 10 pl C2.CH2; CT: 10 ul eluidos del Porapak Q control. 
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emitida durante la cópula. Otros patrones de 
comportamiento relacionados con la cópula 
fueron observados también en presencia de los 
extractos. 

Los resultados obtenidos por CG evidenciaron 
la presencia en los extractos M2 de compuestos 
ácidos y no ácidos. Entre los ácidos se identifica- 
ron compuestos previamente informados como: 
ácido propiónico, butírico, isobutírico (mayorita- 
rio) y valérico a los que históricamente se les atri- 
buyó función de feromonas de alarma. Se obtu- 
vieron tres compuestos no ácidos. Uno de ellos 
fue identificado como hexanal, el que no había 
sido previamente informado. 


El estudio de la respuesta electrofisiológica 
(EAG) reveló la presencia de sensilias capaces 
de responder a hexanal en antena de machos en 
concentraciones menores que para el ácido iso- 
butírico. En un intento por determinar el rol del 
ácido isobutírico en el comportamiento sexual 
de apareamiento se estudió el posible efecto 
afrodisíaco de este compuesto. 

En la actualidad se trabaja en la dilucidación 
del rol del hexanal en el comportamiento del T. in- 
festans así como de la identificación de los otros 
componentes de las muestras, a fin de considerar 
su uso en estrategias de monitoreo y control de es- 
te insecto, vector de la Enfermedad de Chagas. 


Tabla 1. Respuesta electrofisiológica de antena de machos frente a extractos o compuestos aislados presentes en 


el extracto. 





Estímulo en aire 


Amplitud de EAG (mV) 





CLCH, 
Hexanal 1 ug 
Hexanal 10? ug 


Ác. isobutírico 1 ug 





Ác. isobutírico 102 ug 
Extracto M2 10-3 ug 


0,226 + 0,086 


0,640 
0,644 


0,730 
0,234 
0,474 





Tabla II. Evaluación del efecto afrodisíaco del ácido isobutírico. 





Dosis de ac. Isobutírico 


Tiempo de inicio de 
actividad* 


Movimiento de At Desplazamiento Intento de cópula 


0 (control) _ > 15 min. > 15 min. > 15 min. 
2 ug 0,1-3 nun. > 15 min. > 15 min. 
20 Ug 2-3 min. 3-4 min > 15 min. 
200 ug 2-3 min. _ 34 min. > 15min o 
2000 ug 2-3 min. 3-4 min. 2-5 min. 





* Rango sobre cuatro experiencias independientes. 
8 
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